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A2

R (57N Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft die Kopplung von niedermolekularen Substanzen an ein von Stirke
abgeleitetes modifiziertes Polysaccharid, wobei die bindende Wechselwirkung zwischen dem modifizierten Polysaccharid und der
niedermolekularen Substanz auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen der end-
stindigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe
= des modifizierten Polysaccharidmolekiils und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe
= des Polysaccharidmolekiils reaktionsfihigen funktionellen Gruppe der niedermolekularen Substanz ist, wobei die bei der Kopplungs-
reaktion unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung mo-
O difiziert sein kann. Die Erfindung betrifft femer pharmazeutische Zusammensetzungen, welche die bej der Kopplung gebildeten
Konjugate umfassen, und die Verwendung dieser Konjugate und Zusammensetzungen zur prophylaktischen oder therapeutischen
Behandlung des menschlichen oder tierischen Kdrpers.
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Kopplung niedermolekularer Substanzen an ein modifiziertes Polysaccharid

Es gibt eine Vielzahl niedermolekularer Substanzen von kommerziellem Interesse,

insbesondere Arzneiwirkstoffe und Pflanzenschutzmittel, deren Einsatz durch
unbefriedigende Loshchkeltselgenschaften im wassrigen Milieu und/oder geringe
Verweilzeit im Korper eingeschrankt oder sogar verhindert wird. So werden
beispielsweise kleine Arzneimittelmolekile durch die glomerulére Filtration in der
Niere (Ausschlussgrenze etwa 70 kD) haufig zu schnell wieder aus dem Kreislauf
entfemt, so dass eine standige kostspielige und far den Patienten unbequeme
Nachversorgung mit diesem Medikament, z B. durch héaufig wiederholte

Verabreichungen oder Infusion, erforderlich ist.

Um diesen Nachteil zu umgehen,:werden in einigen Fallen schwerldsliche Arznei-
wirkstoffe als &liger Bolus verabreicht, def an der Injektionsstelle haufig schmerz-
hafte Ablagerungen bildet. Dartiber hinaus ist der Einsatz solcher schwerléslicher
Medikamente oft mit toxischen Nebenwirkungen aufgrund ihrer Ablagerung in
Organen wie Leber und/oder Niere verbunden. Solche unerwinschten Neben-
wirkungen haben wiederum zur Folge, dass der in vivo einsetzbare Konzentrations-

bereich des Wirkstoffes stark eingeschrankt ist.

Ein in'jingerer Zeit verfolgter Ansatz zur Behebung der geschilderten Probleme be-
- steht in der Kopplung solcher problematiséher Substanzen an gut Isliche biokompa- -
tible Polymeren, wie z. B. Polyethylenglycol und Dextran. Durch die Kopplung lasst
sich einerseits das Molekulargewichf Uber den Schwellenwert von 70 kD hinaus
erhéhen, so dass die Plasma-Verweilzeit kleinerer Molekile drastisch gesteigert
werden kann, andererseits kann durch den hydrophllen Polymeranteil die L&slichkeit

im waéssrigen Mllleu verbessert werden,

Bisher wurden die meisten Modifizierungen mit Polyethylenglycol oder Dextran
durchgeftihrt, wobei PEG generell bevorzugt wird, da es einfachere Produkte ergibt.
Dextran-Konjugate zeigen jedoch oft hohe Allergenitéat, eine germge metabohsche
Stabilitat und in vielen Féllen geringe Ausbeuten bei den Kopplungsreaktionen. Beim
Einsatz von PEG-Konjugaten wurden ebenfalls Gber unangenehme bis gefahrliche
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Nebenwirkungen wie Juckreiz, Uberempfindlichkeitsreaktionen und Pankreatitis
berichtet. Ferner ist éfter die biologische Aktivitat der Wirkstoffe nach der PEG-
Kopplung zum Teil stark erniedrigt. Zudem ist der Metabolismus der Abbauprodukte
von PEG-Konjugaten noch weitgehend unbekannt und stellt méglicherweise ein

Gesundheitsrisiko dar.

Es besteht somit nach wie vor Bedarf an physiologisch gut vertraglichen Alternativen
zu Dextrah— oder PEG-Konjugaten, mit denen die Loslichkeit von schlecht I6slichen
niedermolekularen Substanzen verbessert und/oder die Verweildauer von nieder-
molekularen Substanzen im Plasma erhdht werden kann, wodurch Verbesserte
pharmakodynamischen Eigenschaftendes Wirkmolekuls erreicht werden.

Al.ifgébe der Erfindung ist es daher, solche Alternativen bereitzustellen und einfache
und effiziente Verfahren zur Herstellung solcher alternativer Konjugate zu entwickeln.

Uberraschend wurde gefunden, dass sich diese Aufgabe durch Hydroxyalkylstarke-
Konjugate Iésen lasst, welche dadurch gekennzelchnet sind, dass die bindende
Wechselwirkung zwischen dem Hydroxyalkylstérkemolekul und der niedermole-
kularen Substanz auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis einer
Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser
Aldehydgruppe durch c;hemisch'e Umsetzung hervorgegangenen funktionellen
Grupbe des Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer mit dieser Aldehydgruppe oder
daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekdls
reaktionsfahigen funktionellen Gruppe der niedermolekularen Substanz ist, wobei die
bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch
eine weitere Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung modifiziert sein kann.

Die Erﬁndung umfasst ferner pharmazeutische Zusammensetzungen, welche diese
Konjugate enthalten, sowie die Verwendung dieser Konjugate und Zusammen-
setzungen zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandiung des mensch-
lichen oder tierischen Kérpers sowie Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate und

Zusammensetzungen.
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Die erfindungsgemaR eingesetzte Hydroxyalkylstirke (HAS) kann nach einem
bekannten Verfahren, z. B. Hydroxyalkylierung von Stérke an der C2- und/oder Ce-
Position der Anhydroglucoseeinheiten mit Alkylenoxid oder 2-Chloralkanol, z. B. 2-
Chlorethanol, (siehe z. B. US 5,218,108 fur die Hydroxyethylierung von Starke), mit
verschiedenen gewlnschten Molekulargewichtsbereichen und Substitutionsgraden
hergestellt werden. Es kénnen auch beliebige der im Handel erhéltlichen Préapa-
rationen eingesetzt werden. Die Definition der Alkylgruppierung in ,,Hydroxyalky—
starke®, wie hier verwendet, schiieRt Methyl, Ethyl, Isopropyl und n-Propyl-ein, wobei
'Ethyl besonders bevorzugt ist. Ein wesentlicher Vorteil der Hydroxyethylstérke (HES)
ist es, dass diese als biokompatibler Plasmaexpander bereits behérdlich zugelassenA
ist und in groRem Stil klinisch eingesetzt wird. '

Das mittlere Molekulargewicht der Hydroxalkylstarke kann im Bereich von etwa 3 kD
bis mehreren Millionen Dalton, vorzugsweise etwa 10 kD bis etwa 2000 kD, bevor-
zugter-im Bereich von etwa 70 kD bis etwa 1000 kD, besonders bevorzugt bei etwa
130 kD, liegen. Zur Erhéhung der Verweilzeit der niedermolekularen Substanz im
Organismus wird das mittlere Molekulérgewicht der Hydroxyalkylstérke vorzugsweise
so gewdhit, das der glomeruldre Schwellenwert von 70 kD bei den Kdnjugaten
Gberschritten wird. Der Substitutionsgrad (Verhaltnis der Anzahl modifizierter
Anhydro_gluboseeinheiien zur Anzahl der gesamten Anhydroglucoseeinheiten) kann
ebenfails variieren und wird haufig im Bereich von etwa 0,2 bis 0,8, vorzugsweise
etwa 0,3 bis 0,7, noch bevorzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die Zahlen
beziehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwischen 0 und 1 liegt). Das
Verhéltnis von C»- zu Cg-Substitution liegt gewdhnlich im Bereich von 4 bis .16,

. vorzugsweise im Bereich von 8 bis 12.

Diese Parameter lassen sich nach bekannten Verfahren einstelien. Erfahrungen mit
der Verwendung von Hydroxyethylstérke als Blutersatzstoff habeni gezeigt, dass die
Verweilzeit von HES im Plasma vom Molekulargewicht und dem Substitutionsgrad
‘und Substitutionstyp (C2-Substitution oder Ce-Substitution) abhéngt, wobei ein
héheres Mbl_ekulargewicht, ein héherer Substitutionsgrad und ein héherer Anteil der
C2-Substitution die Verweilzeit erhcht. | |



WO 03/074088 ‘ PCT/EP03/02084
4

Diese Beziehungen gelten auch fir die erfindungsgeméfen Konjugate von
Hydroxyalkylstarke und niedermolekularen Substanzen, so dass die Verweilzeit
eines bestimmten Konjugats im Plasma Gber den Polysaccharidanteil einstellbar ist.

Wie bereits erwahnt, ist die an der Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe
des Hydroxyalkylstarkemolekils die endsténdige Aldehydgruppe oder eine daraus
durch chemische Umsetzung hervorgegangene Funktionalitét.

Ein Beispiel fir eine solche chemische Umsetzung ist die selektive Oxidation dieser
Aldehydgruppe mit einem geeigneten Oxidétionsmittel, wie z. B. lod, Brom oder
einigen Metallionen, oder auch mittels elektrochemischer 'Oxidation zu einer
Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgruppe, z. B. einem Ester, Lacton, Amid,
wobei die Carboxylgruppe gegebenenfalls in einer zweiten Reaktion in das aktivierte
Derivat @berfihrt wird. Diese Carboxylgruppe oder aktivierte Carboxylgruppe kann
dann mit einer primdren Amino- oder Thiolgruppe der niedermolekularen Substanz '
unter Ausbildung einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt werden. Eine
- weitere Moglichkeit' ist die Koppilung mit einer Hydroxyl-Funktion der niedermole-

kularen Substanz unter Esterbildung.

Ein erﬁndungsgémél&es Konjugat kann aber auch dadurch erhalten werden, dass die
niedermolekulare Substanz zur Einfihrung einer gewtinschten funktionellen Gruppe -
mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen bifunktionellen Linkermolekl
umgesetzt wird. Die verbleibende reaktionsféhige Gruppe des angekoppelten
Linkermolekils wird fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung ebenfalls als
reaktionsfahige funktionelle Gruppe der niedermolekularen Substanz” betrachtet.

Geeighete Linkerfnolekule enthalten an einem Ende eine Gruppierung, die mit einer
reaktionsfahigen funktionellen Gruppe der niedermolekularen Substanz, z. B. einer
Amino-, Thiol-, Carboxyl- oder Hydroxy-Gruppe, eine kovalente Bindung eingehen
kann, und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit der endstandigen Aldehyd-
gruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung. hervorgegangenen
funktionellen Gruppe, -z. B. einer Carboxylgruppe, aktivierten Carboxylgruppe,
Amino- oder Thiolgruppe, ebenfalls eine kovalente Bindung eingehen kann.
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Zwischen den beiden funktionellen Gruppen des Linkermolekils befindet sich ein
biologisch vertragliches Briickenmolekll geeigneter Lange, z. B. eine Gruppierung,
die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylenglycolgruppierung oder eine
‘andere geeignete Oligomergruppierung. ABevorzugte Gruppierungen, die mit
Aminogruppen reagieren kdénnen, sind z. B. N-Hydroxysuccinimidester, Sulfo-N-
hydroxysuccinimid-ester, Imidoester oder andere aktivierte Carboxylgruppen;
bevorzugte Gruppierungen, die mit Thiolgruppen reagieren kénnen, sind z.B.
Maleimid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit Aldehyd- oder
Carboxyl-gruppen reagieren kénnen, sind z. B. Amino- oder Thiolgruppen.

Beispielhafte Linkermolekile zur Verknapfung von SH- und NH-Funktionen sind:

AMAS (N-a(Maleimidoacetoxy)succinimidester)

BMPS (N—B(Maleimidopropylox;;)succinimidester)

GMBS (N-y(Maleimidobutyryloxy)succinimidester)

'EMCS (N-g(Maleimidocaproyloxy)succinimidester)

MBS (m;(MéIeimidobenzoyl)-N—hydroxysuccinimidester)

SMCC (Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylat).
SMPB (Succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat)

SPDP (Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)proprionat)

Sulfo-GMBS (N-/y(Maieimidobutyryloxy)sulfosuccinimidester)

Sulfé—_EMCS ' (N-g(Maleimidocaproyloxy)sulfosuccinimidester).

Beispielhafte Linkermolektxle zur Verknipfung von SH- und SH-Funktionen sind:

BMB (1.4-Bis-maleimidobutan)

BMDB (1.4-Bis-maleimido-2.3-dihydroxybutan)
'BMH (Bis-maleimidohexan)

BMOE (Bis-maleimidoethan)

DTME (Dithio-bis-maleimidoethan)

HBVS (1.6-Hexan-bis-vinylsulfon)

BM(PEO)3 (1.8-Bis-maleimidotriethylenglycol)

BM(PEOQO)4 (1.11-Bis-maleimidotetraethylenglycol).
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Beispielhafte Linkermolekile zu Verknipfung von NH- und NH-Funktionen sind:

BSOCOES (Bis~(2-(succinimidyloxycarbonyloxy)ethyl)sulfon
BS® (Bis-(sulfosuccinimidyl)suberat)

DFDNB (1.5-Difluor-2.4-dinitrobenzol)

DMA (Dimethyladipimidat HCI))

DSG (Disuccinimidylglutarat)

DSS (Disuccinimidylsuberat)

EGS ' (Ethylenglycol-bis-(succinimidylsuccinat).

Beispielhafte Linkermolekile zur Verknipfung von SH- und CHO-Funktionen sind:

BMPH (N-(B-Maleimidopropionséure)hydrazid TFA)

EMCA (N-(e-Maleimidocapronséure)hydrazid)

KMUH (N-(x-Maleimidoundecansé&ure)hydrazid)

M.CoH (4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylhydrazid HCI)
MPBH (4-(4-N-Maleimidophenyl)buttersaurehydrazid HCI)

PDPH (3-(2-Pyridyldithio)propionylhydrazid).

Ein beispielhaftes Linkermolekil zur Verkniipfung von SH- und OH-Funktionen ist
PMP! (N-(p-Maleimidophenyl)isocyanat).

Beispielhafte Linkermolekile zur Uberfiuhrung einer - SH-Funktion in eine COOH-

Funktion sind:

BMPA (N-3-Maleimidopropionsaure)
EMCH (N-B-Maleimidocapronséure)
KMUA (N-x-Maleimidoundecanséure).

Beispielhafte Linkermolekille zur Uberfthrung einer NH-Funktion in eine COOH-
Funktion sind MSA (Methyl-N-succinimidyladipat) oder langerkettige Homologe
davon oder entsprechende Derivate von Ethylenglycol. '

Beispielhafte Linkermolekile zur Uberfihrung einer COOH-Funktion in eine NH-
Funktion sind DAB (1.4-Diaminobutan) oder langerkettige Homologe davon oder
entsprechende Derivate von Ethylenglycol. '
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Ein beispielhaftes Linkermolekul, das mit einer Aminogruppe eines Molekls reagiert
und eine geschitzte Aminogruppe in gréRerem Abstand von diesem Molekdl zur
Vermeidung einer sterischen Hinderung bereitstellt, ist TFCS (N-g(T riﬂ'uoracetyl-

caproyloxy)succinimidester).

Weitere geeignete Linkermolekile sind Fachleuten bekannt und im Hande! erhalitlich
oder kdnnen je nach Bedarf und in Abhéangigkeit von den vorhandenen und ge-
winschten funktionellen Gruppen der HAS und der anzukoppelnden nieder-
mo'lekularen Substanzen entworfen und nach bekannten Verfahren hergestellt

werden.

In einem besonders bevorzugten Herstellungsverfahren wird die endstédndige.
Aldehydgruppe der HAS mit einem molaren Uberschuss an lod, vorzugsweise in
einem Molverhéltnis von lod zu HAS von 2:1 bis 20:1, besonders bevorzugt etwa 5:1
bis 6:1, in wassriger basischer Loésung selektiv oxidiert. Nach dem in Beispiel 1
‘beschriebenen optimierten Verfahren wird zunachst eine Menge an Hydroxyalkyl-
starke in warmem destilliertem Wasser geldst und etwas weniger als 1 Moléqu‘ivalent
wassriger Iodlbsun.g, vbrzugsweise in siner Konzentration von etwa 0,05-0,5 N,
besonders bevbrzdgt etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wird eine wassrige NaOH-
Lésung in einer molaren Konzentration, die etwa das 5-15fache, vorzugsweise etwa
.das 10fache, der Iodlbsung betrédgt, langsam tropfenweise in Abstdnden von
vmehreren Minuten der Reaktionslésung zugegeben, bis die Losung nach der Zugabe
beginnt, wieder klar zu werden. Es wird erneut etwas weniger als 1 Molaquivalent der
obigen wéfrigen lodiGsung der Reaktionslésung zugegeben, das Zutropfen der
NaOH-Lésung wieder aufgenommen und die Zugabe von lod und NaOH werden
solange wiederholt, bis etwa 5,5-6 Molaquivalente lodiésung und 11-12 Mol-
aquivalente NaOH-Lésung, bezogen auf die Hydroxyalkylstérke, zugegeben worden
sind. Dann wird die Reaktion abgebroéhen, die Reaktionslésung entsalzt, z.B. durch
Dialyse oder Ultrafiltration, einer Kationenaustauschchromatographie unterworfen
und das Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung gewonnen. Bei diesem Verfahren
werden unabhéngig vo'mv Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten

erzielt.
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfihrungsform erfolgt die selektive
Oxidation mit alkalischen stabilisierten Lésungen von Metallionen, z. B. Cu'* oder
Ag’, ebenfalls in etwa quantitativer Ausbeute (Beispiel 2). Vorzugsweise wird dabei
ein etwa 3-10facher molarer Uberschuss des Oxidationsmittels eingesetzt.

AnschlieBend wird die gebildete selektiv oxidierte Hydroxyalkystarke in einem
geeigneten organischen L&sungsmittel mit einer primdren Aminogruppe der
gewlinschten niedermolekularen Substanz unter Ausbildung einer Amidbindung
umgesetzt. Bevorzugte Ldsungsmittel wurden aus der Gruppe der polar-
nichtprotischen  Lésungsmittel  ausgew&hlt, besonders bevorzugt wurde
Dimethylsulfoxid (DMSO) verwendet. Im Gegensatz zu géngigen, in der Literatur
beschriebenen Verfahren fir &hnliche Kopplungsreaktionen wurde dabei
Uberraschenderweise gefunden, dass der Einsatz ansonsten obligatorischer
Aktivatoren wie Carbodiimide und Triazole nicht erforderlich ist. Die Kopplung von
_selektiv oxidierter Hydroxethylstérke (ox-HES) an verschiedene Modellverbindungen
(siehe Beispiele) ging auch in Abwesenheit eines Aktivators glatt vonstatten.

' Vorzugsweise finden die Kopplungsreaktionen jedoch in Gegenwart eines
Carbodiimids, mehr bevorzugt in der Gegenwart von DCC (Dicyclohexyldicarbo-
diimid), am meisten bevorzugt in- der Gegenwart von EDC (1-(3-Dimethylamino-

propyl)-3-ethylcarbodiimid), statt.

Die reaktive Gruppe des Hydroxyalkylstdrkemolekils kann auch eine durch
chemische Umsetzung der endstandigen Aldehydgruppe entstandene Amin- oder
Thiolgruppe sein. Beispielsweise kann eine reduktive Arhiniemng der Aldehydgruppe
durch Reaktion mit Ammoniak in Gegenwart von Wasserstoff und einem Katalysator
oder in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid durchgefihrt werden. Die ent-
standene Amin- oder Thiolgruppe kann dann mit einer freien Carboxylgruppe oder
Aldehydgruppe der niedermolekularen Substanz reagieren. Dabei entstehen
zunachst Amid- oder Thioesterbindungen bzw. Schiff sche Basen, - die
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion modifiziert werden kénnen.
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Ferner kann die endstandige Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstérkemolekils oder
eine daraus durch chemische Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe
auch mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen, bifunktionellen Linkermolekl
umgesetzt werden. In diesem Falle ist for die Kopplungsreaktion die ,aus der
endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemoleklls durch chemische
Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe® die verbleibende reaktionsfahige
funktionelle Gruppe des bifunktionellen Linkermolekals, mit dem die endstandige
Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene funktionelle Gruppe umgesetzt
wurde. Auf diese Weise kann die endstandige Aldehydgruppe ebenfalls in eine

gewtnschte funktionelle Gruppe Gberfahrt werden.

Geeignete Linkermolekile enthalten an einem Ende eine Gruppierung, die mit der
endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung
hervorgegangenen funktionellen Gruppe, z. B. einer Carboxylgruppe, aktivierten
Carboxylgruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung eingehen kann,
und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktiohsféhigen funktionellen
Gruppe der niedermolekularen Substanz, z. B. einer Amino-, Thiol-, Carboxyl- oder
OH-Gruppe, vorzugsweise Aryl-OH-Gruppe, eine kovalente Bindung eingehen kann.
Zwischen den beiden funktionellen Gruppen des Linkermdlekﬂls befindet sich ein .
~ biologisch vertragliches Briickenmolekil geeigneter Lange, z. B. eine Gruppierung,
die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylenglycolgruppierung oder eine
andere geeignete Oligomergruppierung. Bevorzugte Gruppierungen', die mit
- Aminogruppen reagieren» konnen, sind z.B. N-Hydroxysuccinimidester, Sulfo-N-
hydroxysuccinimidester, Imidoester oder andere aktivierte Carboxylgruppen;
bevorzdgte Gruppierungen, die mit Thiolgruppen reagieren kénnen, sind z.B.
Maleimid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit Aldehyd- oder
Carboxylgruppen reagieren kénnen, sind z.B. Amino- oder Thiolgruppen.

Eine Réihe von speziellen, nicht beschrankenden Beispielen fir geeignete Linker-
molekle wurden bereits oben unter Bezug auf die Konjugation von Linkermolekalen

an niedermolekulare Substanzen angegeben.
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Bei einem alternativen erfindungsgemaRen Kopplungsverfahren der vorliegenden
Erfindung wird die endsténdige Aldehydgruppe der Hydroxyalkylstarke (HAS) direkt
mit einer primdren Aminogruppe der niedermdlekularen Substanz bzw. eines an
diese Substanz gekoppelten Linkermolekdls. unter Bildung einer Schiff’schen Base
umgesetzt. Anschliessend oder parallel dazu wird die gebildete Schiff’sche Base
durch Umsetzung mit einem geeigneten Reduktionsmittel zum Amin reduziert,
wodurch eine im wassrigen Milieu stabile Bindung zwischen niedermolekularer

Substanz und HAS entsteht.

Bevorzugte Reduktionsmittel  sind  Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid,
organische Borkomplexe, zB. ein 4-(Dimethylamino)pyridin-Borkomplex, N-
Ethyldiisopropylamin-Borkomplex, N-Ethylmorpholin-Borkomplex, N-Methyl-
morpholin-Borkomplex, N-Phenylmorpholin—BorkompIex,- Lutidin-Borkomplex,
Triethylamin-Borkomplex, Trimethylamin-Borkomplex; = geeignete stereoselektive'
Reduktionsmitte! - sind beispielsweise Natriumtriacetatborhydrid, Natriumtriethyl-
borhydrid, Natriumtrimethoxyborhydrid, Kalium-tri-sec-butylborhydrid (K-Seleétride),
Natrium-tri-sec-butylborhydrid ~ (N-Selectride), Lithium-tri-sec-butylborhydrid  (L-
Selectride),Kaliumtriamylborhydrid  (KS-Selectride) und Lithiumtriamylborhydrid
(LS-Selectride).

Die Kopplungsreaktion von HAS oder oxidierter HAS an eine niedermolekulare -
Substanz wird aufgrund der zu erwartenden schlechten Wasseroslichkeit der
Substanz und der mangeinden Stabilitat des Lactons in wassrigem Milieu
vbriugsweise in einem organischen L6sungsmittel, bevorzugter einem polaren,
nicht-protischen Ldsungsrriittel, in dem die HAS und vorzugsweise auch die
niedermolekulare ‘Substanz I6slich ist, durchgefuhrt. Geeignete LﬁsUngsmittel far
HAS sind z. B. DMSO, Glycol, Diglycol, Triglyco! sowie N-Methylpyrrolidon. Es ist
auch méglich, Mischungen von DMSO mit anderen Lésungsmitteln einzusetzen, falls
die niedermolekulare Substanz nicht in DMSO oder einem anderen bevorzugten
Losungsmittel fur HAS Islich ist. Die Reaktion kann manchmal aber auch vorteilhaft

in heterogener Phase durchgefihrt werden.
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Das Molverhaltnis von HAS zu niedermolekularer Substanz bei der Kopplungs-
reaktion betrégt gewshnlich etwa 20:1 bis 1.1, vorzugsweise etwa 5:1 bis 1:1.

Die Kopplungsausbeuten, bezogen auf die niedermolekulare Substanz, liegen in der
Regel bei mehr als 40%, haufig mehr als 60% und nicht selten mehr als 80% (vgl.

‘Beispiele).

Bei der zu koppelnden niedermolekularen Substanz handelt es sich vorzugsweise
um einen Arzneiwirkstoff, dessen Léslichkeit in wassrigem Milieu und/oder dessen
Bioverfugbarkeit, Stabilitat und Verweilzeit im Kérper erhéht werden soll. Der Begriff
Jniedermolekulare Substanz" soll auch Peptide bis zu etwa 50 Aminosaduren
einschlielfen. Vorzugsweise ist der Arzneiwirkstoff aus der Gruppe aus Antibiotika,
Antidepressiva, Antidiabetika, -Antidiuretika, Anticholinergika, Antiarrhytmika,
Antiemetika, Antitussiva, Antiepileptika, Antihistaminika, Antimykotika, Anti-
sympathotoniké, Antithrombotika, Androgenen, Antiandrogenen, Estrogenen,
Antiestrogenen, Antiosteoporosemitteln, Antitumormitteln, Vasodilatatoren, anderen
blutdrucksenkenden Mitteln, fiebersenkenden Mitteln, Schmerzmitteln, entziindungs-
hemmenden Mitteln, B-Blockern, Immunsuppressiva und Vitaminen ausgewahit. '

Einige nicht-beschrankende Beispiele von Arzneiwirkstoffen mit einer NH>-Gruppe
als Reaktionspartner der Kopplung mit HAS sind:

Albuterol, Alendronat, Amikazin, Ampicillin, Amoxicillin, Amphotericin B, Atenolol,
- Azathioprin, Cefaclor, Cefadroxil, Cefotaxim, Ceftazi_dim, Ceftriax_on, Cilastatin,
Cimetidin, Ciproﬂoxacin, Clonidin, Colistin, Cosyntropin, Cycloserin, Daunorubicin,
Doxorubicin, Desmopressin, Dihydroergotamin, Dobutamin, Dopamin, Ephedrin,
Epinephrin, e-Aminocapronsaure, Ergometrin, Esmolol, Famotidin, Fiecainid,
Folsaure, Flucytosin, Furosemid, Ganciclovir, Gentamicin, Glucagon, Hydrazalin,
Imipenem, Isoproterenol, Ketamin, Liothyronin, Lutiliberin, Merpatricin, Metaraminol,
Methyldopa, Metoclopramid, Metoprolol, Mexiletin, Mitomycin, Neomicin, Netilmicin,
Nimodipin, Nyétatin, Octreotid, Oxytocin, Pamidronat, Pentamidin, Phentolamin,
‘ Phenylephrin,' Probainamid, Procain, Propranolol, Ritodrin, Sotalol, Teicoplanin,
Terbutalin, Thiamin, Tiludronat, Tolazolin, Trimethoprim, Tromethamin, Vancomycin,

Vasopressin und Vinblastin.



wo 03/074088 PCT/EP03/02084
12

Bevorzugte Beispiele von Arzneiwirkstoffen mit einer NHz-GrUppe als
Reaktionspartner der. Kopplung mit HAS sind 6-Aminopenicillinsdure, 7-
Aminocephalosporin, 7-Aminocephalosporansaure und 7-Aminopenicillansaure.

Spezielle Beispiele fir solche Wirkstoffe mit einer COOH-Gruppe als Reaktions-
partner far die Kopplung mit HAS sind: ‘

Acetylcystein, Azlocillin, Aztreonam, Benzylpenicillin, Camptothecin, Cefamandol,
Cefazolin, Cefepim, Cefotaxim, Cefotetan, Cefoxitin, Ceftazidim, Ceftriaxon,
Cephalothin, Cilastatin, Ciprofloxacin, Clavulanséure, Dicloxacillin, "&-Amino-
capronsaure, Floxacillin, Folinsdure, Furosemid, Fusidinsdure, Imipemem,
Indomethacin, Ketorolac, Liothyronin, Melphalan, Methyldopa, Piperacillin,
Prostacyclin, Prostaglandine, Teicoplanin, Ticarcillin und Vancomycin.

Spezielle Beispiele fur solche Wirkstoffe mit einer Aryl-OH-Gruppe als Reaktions-
- partner der Kopplung mit HAS sind: '

Albuterol, Allopurinol, Apomorphin, Ceftriaxon, Dobutamin, Dopamin, Doxycyclin,
‘Edrophonium, ‘Isoproterenol, Liothyronin, Metaraminol, Methyldopa, Minocyclin,
Pentazocin, Phenylephrin, Phentolamin, Propofol, Rifamycine, Ritodrin, Teicoplanin,

Terbutalin, Tetracyclin und Vancomycin.

Spezielle Beispiele fur solche Wirkstoffe mit einer aliphatischen OH-Gruppe als
Reaktionspartner der Kopplung mit HAS sind Taxol und Paicitaxel.

Die Reaktionsprodukte der oben beschriebenen chemischen Kopplung kénnen mit
bekannten Verfahren untersucht und die Kopplungseffizienz festgestelit werden.
Beispielsweise kann eine UV-Eichkurve fur die betreffende niedermolekulare
Substanz erstelit und dazu verwendet werden, den Gehalt an niedermolekularer
Substanz in der Probe bzw. den Anteil der niedermolekularen Substanz am
Kopplungsprodukt zu bestimmen. Falls die niedermolekulare Substanz keine UV-
Absorption zeigt, kénnen entsprechende kolorimetrische oder elektrochemische
Nachweisverfahren in Analogie zu bekannten Verfahren entwickelt werden. Der
‘Saccharidanteil im Konjugat ist beispielsweise durch eine Glykan-spezifische
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Farbung der aufgetrennten Reaktionsprodukte nachweisbar. Auch eine quantitative
Glykanbestimmung ist méglich. Die Kopplungsausbeute von Reaktionen unter
Beteiligung primérer Amine kénnte auch durch Derivatisierung der nicht-umgesetzten
Amine mit Fluor’esgamin und Bestimmung der Fluoreszenz festgestelit werden.

Die verbesserte WasserlGslichkeit kann bei schwerléslichen Ausgangsstoffen einfach
durch L&sungsversuche Uberprift werden. Im Falle der Kopplung mit teilweise
wasserloslichen Arzneiwirkstoffen kann die erhéhte Hydrophilie mittels einer OECD-
Methode zur Ermittlung des logP-Wertes bestimmt werden. Diese korreliert die
Retentionszeit von Substanzen in der RP-HPLC mit dem Verteilungskoeffizienten in
einem n-Octanol/Wasser-Gemisch. Alle mit dieser Methode untersuchten
- erfindungsgemaRen HES-Konjugate eluierten im AusschluBvolumen einer C18-
Séule, zeigten also keine Wechselwirkungen mit dem C18-Material.

Die Konjugate der vorliegenden Erfindung kénnen gegebenenfalls als solche oder in
Form einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur prophylaktischen oder
therabeutis'chen,Behandlung des menschlichen oder tierischen Kdrpers eingesetzt

werden.

Derartige Zusammensetzungen umfassen eine pharmazeutiséh wirksame Menge
eines erfindungsgemaRes Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharmazeu-
tisch geeigneten Trager und gegebenenfalls andere therapeutische bzw. galenische
Bestandteile oder Hilfsstoffe. Hilfsstoffe'kc'jnnen z. B. VerdﬂnnUngsmittél, Puffer,
Geschmacksmittel, Bindemittel, oberflachenaktive Mittel, Verdickungsmittel, Gleitmittel,
Konservierungsstoffe (einschliellich Antioxidantien) sowie Substanzen einschlieBen,
die dazu dienen, die Formulierung mit dém Blut des vorgesehenen Empfangers
isotonisch zu machen. Eine pharmazeutisch wirksame Menge ist diejenige Menge,
welche ausreicht, um bei einmaliger oder mehrmaliger Verabreichung im Rahmen
einer Behandlung zur Erleichterung, Heilung oder Verhatung eines Krankheitszustands
eine gewlinschte positive Wirkung zu entfalten. Ein pharmazeutisch annehmbarer
Trager ist ein Trager, der sowohl mit dem Arzneiwirkstoff als auch mit dem Kérper des

Patienten kompatibel ist.
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Die Form der Zusammensetzung wird je nach dem gewlnschten bzw. geeigneten
Verabreichungsweg variieren. Geeignete Verabreichungswege kénnen beispielsweise
die orale, parenterale, z. B. subkutane, intramuskulére,intravendse, intraarterielle,
intraartikulére, intrathekale, extradurale Injektion bzw. gegebenenfalls Infusion,
intranasale, intratracheale, rektale oder topische Verabreichung sein. Die pharma-
zeutischen Zusammensetzungen kénnen ginstigerweise in Form einer Dosierungs-
einheit dargeboten werden und nach irgendeinem der auf dem Gebiet der Pharmazie

wohlbekannten Verfahren hergestellt werden.

Die HAS-Konjugate der vorliegenden Erfindung kénnen auch auf allen anderen
Gebieten eingesetzt werden, bei denen andere Polymer-Konjugate,» z. B. PEG-
Konjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht beschrénkende Beispiele
sind die Verwendung eines HAS-Konjugats als immobilisierter Reaktionspartner fur
eine Reaktion in heterogener Phase oder als Saulenmaterial fur die Affinitatschro-
matographie. Weitere Anwendungsméglichkeiten wérden far den Fachmann in -
Kenntnis der hier offenbarten Eigenschaften der erfindungsgemagen HAS-Konjligate _

unschwer ersichtlich sein.

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung néher erlautern, ohne diese jedoch
darauf zu beschranken. Insbesondere kénnen analoge Reaktionen auch mit
Hydroxymethylstérke und Hydroxypropylstérke_ durchgefGhrt und &hnliche

Ergebnisse erzielt werden.

BEISPIEL 1
Selektive Oxidation von Hydroxyethylstirke (HES) mit lod

In einem Rundkolben wurden 10 g HES-130 kD in 12 ml entionisiertem Wasser unter
Erwérmen gel@st. Zu dieser Losung wurden 2 mi einer I-Lésung (0.1 N) gegeben.
Eine Pipette mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mit dem Kolben iber ein 2-Wege-
Verbindungsstlck verbunden und die NaOH-Lésung mit ca. 1 Tropfen pro 4 Minuten
zugetropft. Nach Zugabe von ungefahr 0.2 ml der NaOH-Lésung war die Ldsung
entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wurde eine zweite Portion von 2 m! 0.1 N lodiésung
zugegeben. Die Reaktion war nach Zugébe von insgesamt 14 ml lodiésung und 2.8
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ml NaOH-Lésung beendet. Die Reaktionsmischung wurde anschlieBend gegen

entionisiertes Wasser dialysiert.

Lactonisierung:

Die teilweise entsalzte Losung wurde einer Chromatographie an einer
Kationenaustauscherséule (Amberiite IR-120, H*-Form) unterzogen, um die Aldonat-
- gruppen in Aldonsauregruppen umzuwandeln. AnschlieRend wurde das Wasser

‘durch Lyophilisation entfernt und so die Lactonform erhalten.

Bestimmung des Oxidationsgrades:

Zu jeweils 1 ml Probenlésung werden unter Nx-Atmosphére 1 ml alkalisches
Kupferreagenz (3.5 g NaxPO4, 4.0 g K-Na-Tatrat in 50 ml H20, dazu 10 ml 1 N
- NaOH, 8.0 ml 10%iger (Gew./Nol.) CuSO.;-Lc'Ssung und 0.089 g K-lodat in 10 ml H20,
nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 100 mi aufflllen) pipettiert. Es wird 45 Minuten
bei 100 °C erhitzt. Nach Abkuhlen werden 0.2 mi 2.5%iger Kl-Losung und 0.15 mi 2
M H>SO4 addiert. Nach 5 Min. wird mit 1 Tropfen Phenolrot-Indikatorlésung (1%
Gew./Vol.) versetzt und mit 5 mM NazS205-Lsung bis zum Verschwinden der Farbe
titriert. Aus dem Verbrauch an Titrationsmittel ldsst sich die Konzentration

nichtumgesetzter Aldehydgruppen berechnen.

Es wurde eine anndhernd quantitative Ausbeute erzielt (>98%). Hydroxyethylstérken

mit héherer molarer Masse (z. B. 130 kD, 250 kD, 400 kD) konnten, genauso wie

Hydroxyethylistérken mit niedrigerer molarer Masse (z. B. 10 kD, 25 kD, 40 kD), nach
dieser Vorschrift in ahnlich hohen Ausbeuten oxidiert werden.

BEISPIEL 2
Selektive Oxidation von HES mit Cu?*-lonen

Unter Erwarmen wurde eine Ldsung von 0.24 mMo! HES-130 kD in 10 ml entionisier-
tem Wasser hergestellt. Diese Lésung wurde in einem 100-mi-Rundkolben auf eine
Temperatur von 70-80 °C erhitzt und mit 1,17 mMol stabilisiertem Cu? (z B. Rochelle-
Salz als Stabilisator oder andere Stabilisatoren) und verd. wassriger NaOH-Lésung
versetzt (Endkonzentration 0,1 N NaOH). Danach wurde die Temperatur auf 100 °C
erhoht und die Reaktion solange laufen lassen, bis eine rétliche Farbe entstanden war.

Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmischung auf 4 °C abgekthit. Der
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rétliche Niederschlag wurde durch Filtration entfemt. Das Filtrat wurde gegen
entionisiertes Wasser dialysiert und anschlieRend wie in Beispiel 1 in das Lacton
umgewandelt. Die Oxidation verlief quantitativ (Ausbeute >99%). Nach dieser Methode
lieBen sich auch niedermolekulare HES (z. B. HES-10 kD, HES-25 kD, HES-40 kD)
und h6hermolekulare HES-Spezies (z. B. 130 kD, 250 kD, 400 kD) oxidieren.

’ BEISPIEL 3
Kopplung von selektiv oxidierter Hydroxyethylstédrke (ox-HES) an Alendronat

In einem 100-mi-Rundkolben wurden 5 mg Alendronat (ein Bisphosphonat) und ein
3-5facher molarer UberschuB an ox-HES Lacton (hergestelit wie in Beispiel 1 oder 2
beschrieben) in 4-5 ml DMSO gel6st. Die Suspension wurde auf 70°C erwarmt und
unter méfigem Rahren (Magnetriihrer) 24-36 Stunden belassen. Die Reaktion wurde
dann abgebrochen und die Reaktionsmischung auf Raumtemperatur abgekuhit.
Danach wurden 20-30 rﬁl Wasser zugegeben und diese Lésung gegen destilliertes
Wasser dialysiert. Anstelle der Dialyse kann auch eine Ultrafiltration mit einer
geeigneten Ausschlussgrenze der Membran eingesetzt werden. Dies erméglicht
nicht nur den Austausch des Lésungsmittels sondern auch eine Konzentration der
L6sung, welche anschlieRend lyophilisiert wird. Der Erfolg der Kopplung wird mittels
analytischer | Standardverfahren, z.B. Gelpermeationschromatographie  und
Ninhydrin-Test auf freie Aminogruppen, nachgewiesen. Die Ausbeute an’
' Kopplungsprodukt betrug ca. 85% fur die Koppluhg mit ox-HES-130 kD und ca. 80 %
fir die Kopplung mit ox-HES-10 kD Lacton. '

BEISPIEL 4
.Kopplung von selektiv oxidierter HES (ox-HES) an Amphotericin B

12.0 g getrocknetes ox-HES-130 kD Lacton wurden in 30 ml trockenem DMSO in einer
Nz-Atmosphére geldst. Die Losung wurde auf 70 °C erwarmt und 52 mg Amphotericin
B zugegeben. Unter Lichtausschluss wurde die Reaktion fir 24 h unter diesen
Bedingungen belassen. Der Nachweis der erfolgreichen Kopplung wurde durch
Gelpermeationschromatograbhie mit photometrischer Detektion bei 385 nm (Amax des
Amphotericins) gefhrt. Nach Abschluss der Reaktion wurde durch Zugabe von 80 ml



WO 03/074088 PCT/EP03/02084
17

destillietem Wasser gestoppt und intensiv gegen Wasser d'ialysiert. Lyophilisation
ergab ein schwach gelbes Kopplungsprodukt. (Ausbeute ca. 87%).

Unter vergleichbaren Bedingungen wurde bei der Kopplung von ox-HES-10 kD Lacton
mit Amphotericin B eine Ausbeute von ca. 75% erzielt.

BEISPIEL 5
Kopplung von ox-HES an Ampicillin

In einem 100-mi-Rundkolben wurden 1.3 g trockenes ox-HES-130 kD Lacton in 5 mi
trockenem DMSO gelst. Diese Lésung wurde auf 45°C erwérmt und 11.0 mg
Ampicillin (Aldrich # 27.186-1) zugegeben. Die Reaktion lief unter moderatem
Ruhren fur 20 h und wurde nach dieser Zeit durch die Zugabe von 25 mi destilliertem
Wasser abgestoppt. Die Reaktionsmischung wurde gegen destilliertes Wasser
dialysiert und anschlieend Iyophilisiert. Der Kopplungserfolg wurde durch Analyse
des Produkts mit GPC und Bestimmung der freien Aminogruppen am Ampicillin mit

Ninhydrin nachgewiesen.

BEISPIEL 6
Kopplung von ox-HES an Neomycin

3 x 10° Mol ox-HES-25 kD Lacton wurden in 5 ml N-Methylpyrrolidon bei 60°C in
einem 50-ml-Reaktionsgefal unter Magnetrihren gelést. Nach .der Zugabe von 10
mg Neomycin in 2 ml trockenem DMSO wurde fir ca. 10 h zum Rickfluss gekocht.
Nach Abkthlung auf Réumtemperatur beendete die Zugabe von weiteren 35 mi
Wasser die Reaktion. Durch Dialyse wurde der gréfdte Teil der Solventien entfernt
und das Kopplungsprodukt anschlieBend lyophilisiert. Durch GPC mit UV-Detektion
konnte Kopplungsprodukt mit ca. 82 % Ausbeute nachgewiesen werden.

BEISPIEL 7
Kopplung von ox-HES an Mepartricin

10 ml .Ethylenglcol waren notwendig, um 2.5 g ox-HES-130 kD Lacton und 22 mg
Mepartricin (erhaltlich von Societd Prodotti Antibiotici, Mailand, Italien) unter
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Erwarmen vollstandig zu I6sen. Das Lésungsmittel war zuvor entgast und getrocknet
worden. Die Reaktionslésung wurde 36 h lang unter Lichtausschiuss und einer
Inertgas-Atmosphére gertihrt und die Reaktion schiieBlich durch den Eintrag von 40
ml eiskaltem Wasser gestoppt. Das Ethylenglycol wurde mittels Ultrafiltration (10-kD-
Membran) abgetrennt, anschlieRende Lyophilisierung ergab 2.1 g schwach
gelbliches Pulver. Die weitere Reinigung erfolgte durch RP-HPLC an einer C18-
Séaule mit UV/VIS-Detektion.

BEISPIEL 8
Kopplung von ox-HES an Nystatin

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 2.5 g trockenes ox-HES-130 kD Lacton in 10
ml trockenem DMSO gelést. Nach Zugabe von 9.5 mg Nystatin wurde auf 60 °C
- erwarmt und unter Inertgas-Atmosphére und im Dunkeln gerthrt. Die Reaktion lief
unter moderatem Riohren far 48 h und wurde nach dieser Zeit durch Zugabe von 50
ml destillierten Wasser abgestoppt. Die Reaktionsmischung wurde gegen dest.
Wasser dialysiert und anschlieBend lyophilisiert. Die erfolgreiche Kopplung konnte
durch RP-HPLC (C18-Saule) und Detektion bei 325 nm nachgewiesen werden. Die
Ausbeute, anhand der Absorption des Produktpeaks abgeschatzt, betrug ca 67%.

BEISPIEL 9
Kopplung von ox-HES an Mitdmycin C

2.5 g ox-HES-130 kD Lacton und 20 mg Mitomycin (Fluka # 69824) wurden in 10 ml
einer 9:1-Mischung von DMSO:MeOH bei 60°C gelést. Die Reaktionsitsung wurde
24 h unter Rackfluss gehalten und danach wurden zum Abstoppen der Reaktion 40
ml Wasser zugegeben. Diese Lésung wurde dber Nacht gegen entionisiertes Wasser
dialysiert und anschlieRend einer Gefriertrocknung unterzogen. Der Nachweis der
Kopplung wurde mittels RP-HPLC und Detektion bei 320 nm gefuhrt. Das erwartete

Kopplungsprodukt entstand in einer Ausbeute von 82%.
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BEISPIEL 10
Kopplung von ox-HES an Daunorubicin

1.3 g ox-HES-130 kD Lacton wurden in 10 ml N-Methylpyrrolidon bei 70 °C unter
Rohren gelost. Dazu wurden 17 mg Daunorubicin (Fluka #30450), gelost in 3 ml
DMF, tropfenweise zugegebeﬁ. Die Reaktionsmischung wurde 20 h lang unter

diesen Bedingungen gerihrt, auf Raumtemperatur abgekahlt und schiieBlich mit 40
ml destilliertem Wasser - geschittelt. Mittels Dialyse gegen Wasser wurde der-
Hauptteil der Losungsmittel entfernt und anschlieBend gefriergetrocknet. Das
gekoppelte Daunorubicin  wurde durch RP-HPLC und . UV-VIS-Detektion

nachgewiesen.

BEISPIEL 11
Kopplung von ox-HES an 7-Aminocépha|osporin

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 3.0 g ox-HES-130 kD Lacton und 20 mg 7-
Aminocephalosporin (Fluka #07300) in 5 ml trockenem DMSO unter magnetischem
Ruhren gelést. Die Temperatur wurde auf 50°C erhdht und fir 15 h gehalten. Nach
dieser Zeit wurde auf 25 °C abgekthit und die Reaktionsmischung durch Zugabe von
5 ml destilliertem Wasser verdinnt. DMSO und nicht umgesetztes 7-Aminocephalo-
sporin wurden mittels Dialyse gegen destilliertes Wasser entfemnt. Die Ldsung wurde
anschlieBend lyophilisiert und das Produkt durch DC und GPC analysiert.

BEISPIEL 12
Kopplung von ox-HES an 6-Aminopenicillinséure

Die in Beispiel 11 beschriebene Reaktion wurde auch mit 16 mg 6-Aminopenicillin-
séure an Stelle des 7-Aminocephalosporins unter denselben Bedingungen durch-
gefuhrt und das Reaktionsprodukt unter denselben Bedingungen aufgearbeitet und

analysiert.
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BEISPIEL 13
Kopplung von ox-HES an LHRH

1,0 g getrocknetes ox-HES-130 kD Lacton wurde mit 5 mg LHRH (Lutiliberin,
Juteinizing hormone releasing hormone*) (Bachem, Schweiz) in 10 ml trockenem
DMSO inkubiert. Die Reaktion ging 15 h lang bei 45°C unter Rihren vonstatten und
' wurde durch die Zugabe von 40 ml Wasser gestoppt. Hesyliertes LHRH wurde durch
Lyophilisierung gewonnen, nachdem es extensiv gegen Wasser dialysiert worden
war, um die Hauptmenge an DMSO und nicht umgesetztes Peptid zu entfernen. Das
entstandene Produkt wurde mit GPC (Superose 12, Amersham-Pharmacia,
Schweden) und UV-Detektion bei 280 nm analysiert. Eine Stéchiometrie von
ungeféhr 1:1 fur das Kopplungsprodukt ergab sich aus der Quantifizierung des
Peptids auf der Basis der Trp-Absorption und der Quantifizierung.des Polysaccharid-
Anteils durch die PhenollSchwefelséure-Férbung.

Beispiel 14
Kopplung von ox-HES an Camptothecin
In einem Rundkolben wurden 20 rhg Camptothecin in 5 ml trockenem DMSO bei 50 °C -
gelost. Zu dieser Losung wurden 36 mg 1.4-Diaminobutan in 2 ml trockenem DMSO
getropft. Die Reaktionsmischung wurde fir 24 h unter diesen Bedingungen und leich-
tem Rahren belassen. Das Konjugationsprodukt wurde durch Flashchromatographie_
gereinigt. Die Ausbeute betrug ca. 83%.

Fur die Kopplungsreaktion des modifizierten Camptothecins mit ox-HES-130 kD wurde
der gesamte Reaktionsansatz nach Reinigung zusammen mit 3.6 g des Polysaccha-
rid-Lactons in 8 mi trockenem DMSO unter Ruhren und Erwarmen auf 50 °C gel6st.
Der Verlauf der Reaktion wurde durch RP-HPLC von Proben aus der Reaktions-
mischung verfolgt. Nach 20 h bei 50 °C konnte keine weitere Produktbildung mehr
beobachtet Werden und die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ml destilliertem
. Wasser gestoppt. Nach Dialyse gegen Wasser wurde das Kopplungsprodukt
gefriergetrocknet. Die Analyse erfolgte durch GPC und Anfarbung der freien
Aminogruppe im modifiziertem, nicht-umgesetztem Carhptothecin mit Ninhydrin auf
einer DC-Platte. -
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BEISPIEL 15

Kopplung von ox-HES an Prostacyclin

a) Aminofunktionalisierung .
. 352 mg Prostacyclin (Sigma-Aldrich) wurden in 5 mi trockenem DMF mit 2%
Methylenchlorid (V/V) bei 0°C gel6st. Dazu wurden 1.3 g Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) in 5 ml trockenem DMF gegeben. Unter leichten Rihren lieR man 30 Minuten
reagieren. AnschlieBend wurde ein 5-fach molarer Uberschuss (bezogen auf
Prostacyclin) an 1.5-Diaminoethylether addiert und die Lésung langsam auf
Raumtémperatur  erwarmt. " Die Reinigung. des  aminofunktionalisierten
Kopplungsproduktes erfolgte mit Flashchromatographie an Silica-Phase.

b) Hesylierung

220 mg des gereinigten Kopplungsproduktes aus a) wurden in 8 ml Glycol bei

Raumtempefatur. gelést. Dazu wurden 4.0 g ox-HES-130 kD Lacton, gelést in 10 ml

- Glycol, unter Rithren gemischt und auf 45 °C erwarmt. Nach einer Reaktionszeit von

8 h wurde im Eisbad abgekuhit und intensiv gegen Wasser dialysiert. Die Klare
Lésung wurde mit RP-HPLC an einer C18-Séule untersucht. Aus dem Verhaltnis der

Flachen im Ausschlussvolumen der S&ule (Kopplungsprodukt) und der Ausgangs-

substanz konnte die Kopplungseffizienz berechhet werden. Die Ausbeute betrug

53%.

BEISPIEL 16
~ Kopplung von HES an Alendronat

In einem 100-ml-Rundkolben wurde ein zehnfacher molarer Uberschuss an HES-25
kD zu einer Lésung von 2.25 mg Alendronat in 4 ml Phosphatpuffer (0.1 M, pH 7.5)
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde geschattelt, um das Polysaccharid
volisténdig zu I6sen, und dann wurde ein dreiigfacher molarer Uberschuss an
NaBHacN zugegeben. Die Reaktion lief bei Raumtemperatur 48 h lang ab, wobei die
Entstehung eines Kopplungsprodukts an einem Aliquot durch Umsetzung mit
Fluorescamin, das mit freien Aminogruppen ein fluoreszierendes Produkt ergibt,

nachgewiesen wurde.
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BEISPIEL 17
Kopplung von HES an Amoxillin

In eineh Zweihalskolben wurden 4.0 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.5) vorgelegt
und darin 1.5 g HES-40 kD durch Erwarmen auf 60 °C gelost. Nach Abkahlen auf
25 °C wurden 7.0 mg Amoxillin (Fluka #10038) unter magnetischem Ruhren zuge-
geben. In einem separaten Gefa wurde eine Loésung von NaBHiCN, die einem
dreiBigfachen molaren Uberschuss entsprach, in 2 ml des ‘gleichen Na-Phosphat-
puffers hergestellt. Mit Hilfe eines Tropftrichters wurde die Cyanoborhydrid-Lésung
langsam der ersten Lésung in einem Zeitraum von 30 Minuten zugetropft. Die
Reaktionsmischung wurde 24-36 h lang weitergertthrt und dann der pH-Wert zum
Stoppen der Rektion mit 0.1 N HCI auf 4 eingestellt. Die L&sung wurde durch Dialyse
entsalzt und lyophilisiert. Der Nachweis des Kopplungsprodukt erfdlgte mittels GPC

und UV-Photometer.

BEISPIEL 18
' Kopplung von HES  an Cefaclor

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 4 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.0) dazu
verwendet, 110 mg NaBH3sCN zu I6sen. Unter Rahren wurden 6.0 x 10° Mol HES-
130 kD und 2.0 x 10° Mol Cefaclor (Fluka #22125) zugegeben. Die Reaktions-
temperatur wurde bei 25 °C gehalten und die Reaktionsmischung 24 h lang moderat
gerthrt. Danach wurde die Lésung auf pH 4.0 angesauert und weitere 30 Minuten
lang gerthrt. Zur Entsalzung und Konzentration wurde ultrafiltriert (10-kD-Membran).
Das Kopplungsprodukt wurde mittels HP-GPC bei 265 nm nachgewiesen.

BEISPIEL 19
Kopplung von HES an Doxorubicin

6.0 mg Doxorubicin (Fluka #45584) wurden in Gegenwart eines dreiféchen molaren
Uberschusses an HES-130 kD in 4 ml 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.5) bei
Raumtemperatur suspendiert. Die Reaktiohsmischung wurde 30 Minuten lang stark
'gerCIhrt und langsam mit 3 ml einer 0.8 M NaBH3;CN-L6sung versetzt. Die Reaktion
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wurde fur 48 h lang bei Raumtemperatur unter Ruhren gehalten. AnschiieBend
wurde mit einer 10-kD-Membran diafiltriet, um Salze und nicht umgesetztes
Doxorubicin zu entfernen. Die diafiltrierte Lésung wurde lyophilisiert und das
Kopplungsprodukt mit GPC und RP-HPLC untersucht.

BEISPIEL 20
Kopplung von HES an Vasopressin

In einem Rundkolben, der mit einem Tropftrichter versehen war, wﬁrden 1.25 g HES-
130 kD in 5 ml 0.1 M Na-Phosphatpuffer, pH 8.0, unter Erwarmen und leichtem
Rohren gel6st. Zu dieser Losung wurden 5 mg Vasopressin (Bachem, Schweiz)
zugegeben. 30 mg NaBH;CN wurden in 2 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.5) gelést
und laﬁgsam Uber den Tropftrichter der Reaktionsmischung zugetropft. Die Reaktion
wurde etwa 24 h lang bei 25 °C stehen gelassen. Zur Beendigung der Reaktion
wurde der pH-Wert durch die Zugabe von 0.1 N I-iCI auf 4,0 abgesenkt. Nach
extensiver Dialyse gegen Wasser wurde das hesylierte Produkt gefriergetrocknet.
Die Analyse erfolgte mit GPC wie oben beschrieben und UV-Detektion bei 220 nm.

BEISPIEL 21
Kopplung von ox-HES 70 kD an Neomycin

In einem Zweihalskolben wurden unter Argonatmosphére 1.01 mg Néomycin (Sulfat-
Salz) und 126.21 mg oxHES 70 kD in 2 ml DMSO aufgel6st und nach Zugabe von
0.81 mg DMAP 24 h bei 70 °C erhitzt. AnschlieRend wurde die Reaktion durch
Zugabe von Aceton beendet, wobei das Kopplungsprodukt ausfiel. Der Feststoff
- wurde in Wasser aufgeldst und 48 h durch Dialyse gegen Wasser aufgereinigt. Nach
Gefriertrocknung erhielt man 80 mg weiles Kopplungsprodukt (63 %).

BEISPIEL 22
Alternative Methode der Kopplung von ox-HES 70 kD aﬁ Neomycin

Die Kopplung von Neomycin an ox-HES 70 kD lieR sich ebenfalls erfolgreich bei
Raumtemperatur in DMSQO mit Zugabe von EDC als Aktivator durchfahren. Hierfar
wurden 16.97 mg Neomycin (Sulfat—Sélz); 348 mg ox-HES 70 kD und 2.28 mg DMAP
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in 1 ml DMSO aufgelést. Nach Zugabe von 3.83 mg DCC (1 Aquivalent) rihrte man
die Lésung 2 h und wiederholte die Zugabe eines Aquivalents DCC. Dieses
Verfahren wurde wiederholt, bis 10 Aquivalente DCC in die Reaktionslésung
zugegeben wurden. Die Reaktionszeit betrug insgesamt 24 h. Nach Zugabe von 20
mi Aceton in die Losung fiel das Kopplungsprodukt aus. Der Feststoff wurde in
Wasser ahfgelc’jst und 48 h durch Dialyse gegen Wasser aufgereinigt. Nach
Gefriertrocknung erhielt man 280 mg weies Kopplungsprodukt (80 %).

BEISPIEL 23
Kopplung von ox-HES 70 kD an Daunorubicin

In einem Zweihalskolben wurden 0.5 mg Daunorubicin-Hydrochlorid, 829.2 mg ox-
HES 70 kD und 0.108 mg DMAP in 2 mi DMSO unter Argonatmosphére gel6st und
24 h bei 70 °C erhitzt. AnschlieBend gab man Aceton (20 ml) dazu, wobei das
Kopplungsprodukt ausfiel. Die Losung wurde zentrifugiert und der Prézipitat
mehrmals mit Aceton gewaschen und zentrifugiert. Man erhielt einen leicht rosa-
gefarbten Feststoff, der in Wasser aufgelést und gegen Wasser dialysiert wurde.
'Nach Gefriertrocknung erhélt man 656 mg (80 %) eines leicht rosa gefarbten
Feststoffes. . Die Reinheit des gekoppelten Daunorubicins wurde mittels RP-HPLC

Gberpraft.

BEISPIEL 24
Kopplung von ox-HES 130 kD an 7-Aminocephalosporansiure -

In einem 100-mi-Rundkolben wurden 383 mg ox-HES-130 kD und 1.22 mg 7-Amino-
Acephalosporanséure (Fluka #07300) in 2 ml trockenem DMSO unter magnetischem
Rahren gel6st. Die Temperatur wurde auf 70°C erhoht und fur 24 h gehalten. Nach
dieser Zeit wurde auf 25 °C abgekthlt und das Reaktionsprodukt durch Zugabe von
20 ml Aceton ausgefallt. Der Feststoff wurde mit 20 ml Aceton gewaschen und in 20
ml destilliertem Wasser aufgelést. Die weitere Reinigung des Kopplungsproduktes
| erfolgte mittels Dialyse gegen destilliertes Wasser. Die Lésung wurde anschlieend
_ lyophilisiert und das Produkt durch DC und GPC analysiert. Man erhielt 270 mg
Kopplungsprodukt (70 %) in Form eines weif3en Feststoffes.
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BEISPIEL 25
Kopplung von ox-HES 70 kD an 6-Aminopenicillansiure

Die in Beispiel d beschriebene Reaktion wurde auch mit 1.57 mg 6-Aminopenicillan-
séure an Stelle der 7-Aminocephalosporansaure und 135.54 mg ox-HES 70 kD unter
denselben Bedingungen durchgefiihrt. Das Reaktionsprodukt wurde unter denselben
Bedingungen aufgearbeitet und analysiert. Nach der Aufreinigung erhielt man 88 mg
Kopplungsprodukt (65 %) als weilBen Feststoff.

i

A BEISPIEL 26
Kopplung von HES 40 kD an Amoxicillin

In einem Zweihalskolben wurden 4.0 mi 0.1 N Na-Phosphatpuffer (pH 7.5) vorgelegt
und dafin 1.5 g HES-40 kD durch Erwarmen auf 60 °C geldst. Nach'AbkiJhlen auf
25 °C wurden 7.0 mg Amoxicillin (Fluka #10039) unter magnetischem Rahren zuge-
geben. In einem separaten GefaR wurde eine Lésung von NaBH;CN, die einem
dreiligfachen molaren Uberschuss ehtsprach, in 2 ml des gleichen Na-Phosphat- .
puffers hergestellt. Mit Hilfe eines Tropftrichters wurde die Cyanoborhydrid-Lésung
langsam der ersten Lésung in einem Zeitraum von. 30 Minuten zugetropft. Die
Reaktlonsmlschung wurde 24-36 h lang weitergerthrt und dann der pH-Wert Zum
Stoppen der Rektion mit 0.1 N HCI auf 4 eingestelit. Die Losung wurde durch Dialyse
entsalzt und lyophilisiert. Der Nachweis des Kopplungsprodukt erfolgte mittels GPC

und UV-Photometer.

BEISPIEL 27
Kopplung von ox-HES 70 kD an Amoxicillin

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 173 mg ox-HES 70 kD und 0.85 mg Amoxicillin
in 2 ml rockenem DMSO unter magnetischem Rihren gelost. Die Temperatur wurde
auf 70°C erhéht und fir 24 h gehalten. Nach dieser Zeit wurde auf 25 °C abgekuhilt
und das Reaktionsprodukt durch Zugabe von 20 ml Aceton ’ausgeféllt. Der Feststoff
wurde mit 20 ml.Aceton gewaschen und in 20 m! destillietem Wasser aufgelést. Die
weitere Reinigung des Kopplungsproduktes erfolgte mittels Dialyse gegen
destilliertes Wasser. Die Lésung wurde anschlieBend lyophilisiert und. das Produkt
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durch DC und GPC analysiert. Man erhalt 151 mg Kopplungsprodukt (87 %) in Form
eines weilen Feststoffes.

BEISPIEL 28
Kopplung von ox-HES 70 kD an Cefadroxil

In einem 100-ml-Rundkolben wurden 610 mg ox-HES 70 kD und 2.965 mg
Cefadroxil in 2 ml trockenem DMSO unter magnetischem Rahren aufgelést. Die
Temperatur wurde auf 70°C erhoht und fir 24 h gehalten. AnschlieRend kiihlte man
die Temperatur auf 25 °C ab und félite das Reaktionsprodukt durch Zugabe von 20
ml Aceton aus. Der Feststoff wurde mit 20 ml Aceton gewaschen und in 20 ml
destillietem Wasser aufgelést. Die weitere Reinigung des Kopplungsproduktes
erfolgte rhittels Dialyse gegen destilliertes Wasser. Die Lésung wurde anschiieBend
lyophilisiert und das Produkt durch DC und GPC analysiert. Man erhielt 490 mg
Kopplungsprodukt (87 %) in Form eines weiRen Feststoffes.

BEISPIEL 29
Kopplung von ox-HES 70 kD an Glucagon

In einem Rundkolben werden Glucagon (66 x 10 mol, 0.23 mg), oxHES 70 kD (6.6 x
10 mol, 123 mg) in 1 ml DMSO gel6st. In Zeitabstéanden von 1 h gibt man in 8
Portionen DDC hinzu bis insgesamt 23.08 mg in die Reaktionslésung zugegeben
worden sind. Nach einer Reaktionszeit von 24 h, wird die Reaktion durch Zugabe von
15 ml Wasser abgebrochen: Das Kopplungsprodukt durch Dialyse gegen Wasser
aufgereinigt. Nach Gefriertrocknung erhalt man 79 mg weies Kopplungsprodukt (65

%).
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PATENTANSPRUCHE

1. Konjugat von Hydroxyalkylstérke und einer niedermolekularen Substanz,
dadurch gekennzeichnet, dass die bindende Wechselwirkung zwischen dem
Hydroxyalkylstarkemolekdl und der niedermolekularen Substanz auf einer
kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion
zwischen (i) der endstéandigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehyd-
gruppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe
des Hydroxyalkylstérkemolekdls und (i) einer mit dieser Aldehydgruppe oder
daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarke-
molekills reaktionsféhigen funktionellen Gruppe -der niedermolekularen
Substanz ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende
Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten

kovalenten Bindung modifiziert sein kann.

2. Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die aus der
endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekils hervorge-
gangene funktionelle Gruppe eine der funktionellen Gruppen eines
bifunktionellen Linkermolekuls ist, mit dem die endstandige Aldehydgruppe
oder eine daraus hervorgegangene funktionelle Gruppe umgesetzt wurde.

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die '
reaktionsfahige funktionelle Gruppe der niedermolekularen Substanz eine der
funktionellen Gruppen eines bifunktionellen Linkermolekals ist, welches an die
niedermolekulare Substanz gekoppelt wurde.

4, Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
d'ie kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen einer
_durch selektive Oxidation der endsténdigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkyi-
stéarkemolekdls gebildeten Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgruppe
und einer priméren Aminogruppe oder Thiolgruppe der niedermolekularen

' - Substanz ist.
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Konjugat nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die kovalente
Bindung eine Amidbindung ist, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion
zwischen einem durch selektive Oxidation der endstandigen Aldehydgruppe
des Hydroxyalkylstarkemolekils gebildeten Lacton und einer primaren
Aminogruppe der niedermolekularen Substanz ist.

Konjugat nach einem der Ansprache 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass
die kovalente Bindung eine Aminbindung ist, welche das Ergebnis einer
Kopplungsreaktion zwischen der endsténdigen Aldehydgruppe des Hydroxy-
alkylstarkemolekdls und einer priméren Aminogruppe der niedermolekularen
Substanz unter Bildung einer Schiff' schen Basel und der Reduktion der

Schiff'schen Base zum Amin ist.

Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass

das Hydroxyalkylstarkemolektl ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 70
bis etwa 1000 kD aufweist.

Konjugat nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkyl-
starkemolekdl ein Molekulargewicht von etwa 130 kD aufweist.

Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass

das Hydroxyalkylstarkemolekll einen Substitutionsgrad von etwa 0,3 bis etwa
0,7 aufweist.

Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass
das Hydroxyalkylstarkemolektl ein Verhdltnis der Co- zu Ce-Substitution von

8 bis 12 aufweist.

Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnéf, dass
das Hydroxyalkylstérkemolekal ein Hydroxyethylstarkemolekul ist.

Konjugat nach einem der Anspriche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass
die niedermolekulare Substanz ein Arzneiwirkstoff ist.
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Konjugat nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der Arznei-
wirkstoff aus der Gruppe aus Antibiotika, Antidepressiva, Antidiabetika,
Antidiuretika, Anticholinergika, Antiarrhytmika, Antiemetika, Antiepileptika,
Antihistaminika, Antimykotika, Antisympathotonika, Antithrombotika, Andro-
genen, Antiandrogenen, Estrogenen, Antiestrogenen, Antiosteoporosemitteln,
Antitumormittéln, Vasodilatatoren und anderen blutdrucksenkenden Mitteln,
fiebersenkenden Mitteln, Schmerzmitteln, entziindungshemmenden Mitteln,
3-Blockern, Immunsuppressiva und Vitaminen ausgewahilt ist.

Konjugat nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die an der
Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe des Arzneiwirkstoffs eine

Aminogruppe ist.

Konjugat nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Arzneiwirk-
stoff aus der Gruppe aus Albuterol, Alendronat, Amikazin, Aminopenicillin,
Amoxicillin, Atenolol, Azathioprin, Céfaclor, Cefadroxil, Cefotaxim, Ceftazidim,
Ceftriaxon, Cilastatin, Cimetidin, Ciprofloxacin, Clonidin, Colistin, Cosyntropin,
Cycloserin, Daunorubicin, Doxorubicin, Desmopressin, Dihydroergotamin,
Dobutamin, Dopamin, Ephedrin, Epinephrin, a'-Aminocaprdnséure, Er’gometrin,'
Esrﬁolol, Famotidin, Flecainid, Folsdure, Flucytosin, Furosemid, Ganciclovir,
Gentamicin, Glucagon, Hydrazalin, Imipenem, Isoproterenol, Ketamin,
Liothyronin, Lutiliberin, Merpatricin, Metaraminol, Methyldopa, Metoclopramid,
Metoprolol, Mexiletin, Mitqmycin, Neomycin, Netilmicin, Nimodipin, Nystatin,
Octreotid, Oxytocin, Pamidronat, Pentamidin, Phentolamin, Phenylephrin,
Procainamid, Procain, Propranolol, Ritodrin, Sotalol, Teicoplanin, Terbutalin,
Thiamin, Tiludronat, Tolazolin, Trimethoprim, Tfométhamin,
~Vancomycin,Vasopressin und Vinblastin ausgewahlt ist.

Konjugat nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die an der
Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe des Arzneiwirkstoffs eine
Carboxylgruppe oder aktivierte Carboxylgruppe ist.
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Konjugat nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der Arznei-
wirkstoff aus der Gruppe aus Acetylcystein, Azlocillin, Aztreonam, Benzyl-
penicillin, Camptothecin, Cefamandol, Cefazolin, Cefepim, Cefotaxim,
Cefotetan, Cefoxitin, Ceftazidim, Ceftriaxon, Cephalothin, Cilastatin,
Ciprofloxacin, Clavulanséure, Dicloxacillin,Ae—Aminocapronséure, Floxacillin,
Folinséure, Furosemid, Fusidinsaure, Imipemem, Indomethacin, Ketorolac,
Liothyronin, Melphalan, Methyldopa, Piperacillin, Prostacyclin, Prostaglandine,
Teicoplanin, Ticarcillin und Vancomycin ausgewahit ist. )

Konjugat nach Anspruch 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, dass die an der
Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe des Arzneiwirkstoffs eine

aliphatische oder Aryl-OH-Gruppe ist.

Konjugat nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass der Arzneimittel-
wirkstoff aus der Gruppe aus Albuterol, Allopurinol, Apomorphin, Ceftriaxon,
Dobutamin, Dopamin, Doxycyclin, Edrophonium, Isoproterenol, Liothyronin,
Metaraminol, Methyldopa, Minocyclin, Palcitaxel, Pentazocin, Phenylephrin,
Phentolamin, Propofol, Rifamycine, Ritodrin, Taxol, Teicoplanin, Terbutalin,

Tetracyclin und Vancomycin adsgewéhlt ist.

Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame Menge eines
Konjugats nach irgendeinem der Anspriiche 12 bis 19 sowie einen pharma-
zeutisch annehmbaren Trager und gegebenenfalls weitere Hilfs- und

Wirkstoffe.

Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspriiche 12 bis 19 oder einer
Zusammensetzung nach Anspruch 20 zur therapeutischen oder praventiven

Behandlung von Menschen oder Tieren.

Verfahren zur Herstellung eines Hydroxyalkylstarke-Konjugats nach einem der
Anspriche 1 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass eine Kopplungsreaktion
zwischen der endsténdigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehyd-
gruppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe
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des Hydroxyalkylstarkemolekils und einer mit dieser Aldehydgruppe oder
daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkyistérke-
molekils  reaktionsfahigen funktionellen Gruppe der niedermolekularen
Substanz durchgeftihrt wird und wobei die bei der Kopplungsreaktion
unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion

modifiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass die endstandige
Aldehydgruppe des Hydroxyalk)ilstérkemolekals durch selektive Oxidation in
die entsprechende Lactongruppe tberfihrt und diese anschlieend mit einer
primaren Aminogruppe der niedermolekularen Substanz umgesetzt wird, so
dass das Hydroxyalkylstérkemolekdl durch eine Amidbindung an die

niedermolekulare Substanz gebunden wird.

Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die selektive
Oxidation der Aldehydgruppe mit lod oder Metallionen in wéassriger basischer

Lésung durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass die
Kopplungsreaktion in Gegenwart eines Carbodiimids, vorzugsweise 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC), durchgefiihrt wird.

Verfahren nach -einem der Anspriiche 22 bis 25, dadurch gekennzeichnet,
dass die Kopplungsreaktion in heterogener Phase durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der Anspruche' 22 bis 25, dadurch gekennzeichnet,

~ dass die Kopplungsreaktion in homogener Phase in DMSO oder N-Methyl-

pyrrolidon oder Glycol durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass' die'
Kopplungsreaktion in DMSO oder N-Methylpyrrolidon oder Glycol in
Abwesenheit eines Aktivators durchgefihrt wird. ~
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Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet,’ dass die endstandige
Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekils mit einer primédren Amino-
gruppe der niedermolekularen Substanz unter Bildung einer Schiff schen Base
gekoppelt wird und die gebildete Schiff sche Base zum Amin reduziert wird, so
dass das Hydroxyethylstarkemolektl durch eine Amihbindung an die nieder-
molekulare Substanz gebunden wird. .

Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet, dass das Reduktions-
mittel  Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid oder ein organischer

Borkomplex ist.

Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endsténdigen Aldehydgruppe
oxidierter Hydroxyalkyistérke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxy-
alkylstarke in einem Molverhaltnis von lod zu HAS von 2:1 bis 20: 1 in wariger

basischer L6sung umgesetzt wird.

Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass das
Molverhaltnis von lod zu HAS etwa 5:1 bis 6:1 betragt.

Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in warmem destillietem Wasser
geldst wird und etwas weniger als 1 Molaquivalent wassriger lodlésung
'zugegeben wird,

b) NaOH-Ldsung in einer molaren Konzentration, die etwa das 5-15fache
der lodiésung betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von
mehreren Minuten der Reaktionslosung zugegeben wird, bis die Lésung
nach der Zugabe beginnt, wieder klar zu werden,

c) erneut etwas weniger als 1 Molaquivalent wassriger lodidsung der
Reaktionslésung zugegeben wird,

d) das Zutropfen der NaOH-L6sung wieder aufgenommen wird,

e) die Schritte b) bis d) solange wiederholt werden, bis etwa 5,5-6
Molaquivalente lodiésung und 11-12 Mol&quivalente NaOH-Lésung,
bezogen auf die Hydroxyalkyistarke, zugegeben worden sind,
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f) die Reaktion dann abgebrochen und die Reaktionslésung entsalzt und
einer Kationenaustauschchromatographie unterworfen und das
Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung gewonnen wird.

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der
wassrigen lodlGsung um eine etwa 0,05-0,5 N lodiésung handelt.

35. Verfahren nach Anspruch' 33 oder 34, dadurch gekennzeichnet, dass die
molare Konzentration der NaOH-Lésung etwa das 10fache der lodlésung

betragt.

36. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endsténdigen Aldehydgruppe
oxidierter Hydroxyalkylstérke, dadurch gekennzeichnet, dass die HAS in
wassriger alkalischer L6sung mit einem molaren Uberschuss an stabilisierten
Metallionen, ausgewahit aus Cu**-lonen und Ag*-lonen, oxidiert wird.
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